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（histone deacetylase inhibitors, HDACi）の2つの作用に
より線維芽細胞が幹細胞化することが報告されている
（Huangfu et al., 2008 : Mikkelsen et al., 2008）．近年では
歯髄幹細胞の再生医療への応用に注目が集まっており
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Abstract
This study investigated the calcification−inducing ability
of porcine dental pulp cells using the DNA methyltrans-
ferase inhibitor 5−Aza−2’−deoxycytidine (5Aza).
A cytotoxicity test on the porcine dental pulp cells
showed that the optimal concentration of 5Aza was 1.0 μM.
For calcification−induction, porcine dental pulp cells were
cultured for 1 week under different culture conditions in :
① an 1.0 μM 5Aza−free group in α−MEM [Con(Mem)],
② an 1.0 μM 5Aza−added group in α−MEM medium [5
Aza(Mem)], ③ an 1.0 μM 5Aza−free group in calcification
induction medium containing Osteoblast − inducer reagent
[Con(Oi)], and ④ an 1.0 μM 5Aza−added group in a calci-
fication induction medium containing Osteoblast − inducer
reagent [5Aza(Oi)]. As a result of qRT−PCR, the expres-
sion levels of Alp , Oc, and Msx1 mRNA were significantly
increased in the 5Aza(Oi) compared to Con(Mem). With
Alizarin red staining, a significantly increased level of calci-
fication was observed in 5Aza(Oi) over that in Con(Mem).
As a result of flow cytometry, the ALP / OC positive cell
rate was significantly higher in 5 Aza ( Oi ) than in Con
(Mem). As a result of the MSP, the methylation rate of
Msx1 was significantly decreased in 5Aza(Oi) compared to
Con(Mem). Porcine dental pulp cells may induce calcifica-
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いる（Potdar and Jethmalani, 2015）．また，歯髄細胞に
遺伝子導入をすることで歯髄由来幹細胞を作製した報告





































Agricultural Cooperatives, Hokkaido, Japan）から臼歯を抜
去し，タービンバーで歯髄腔穿孔後に摘出した歯髄を60
mm cell culture dish（ Thermo Fisher Scientific, MA,
USA）に静置した．培地として，10％ウシ胎児血清
（Fetal bovine serum ; FBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific,
MA, USA）と，抗菌薬として100mg/mlペニシリンGカ
リウム（Meiji seika, Tokyo, Japan）および30 mg / ml
Fungizone（Bristol−Myers Squibb, Tokyo, Japan）含有の
Minimum Essential Medium Eagle, Alpha Modification（α−
MEM）培地（Gibco）を使用した．2日後より，培地を








ために，60mm cell culture dish（Gibco）にブタ歯髄細
胞を0．8×106 cells/mL濃度で播種し，α−MEMに5Aza













ブタ歯髄細胞を0．8×106 cells/mLで60 mm cell culture
dishに播種し，①α−MEM培地群［Con（Mem）］，②α−
MEM培地に1．0 μM 5 Azaを添加した群［ 5 Aza
（Mem）］，③石灰化誘導培地のOsteoblast−Inducer Reagent
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gen, CA, USA）にてtotal RNAを抽出した．1μgのtotal
RNAを，Oligo（dT）12－18Primer及びSuperscript reverse
transcriptase（Invitrogen）により逆転写を行った．得ら
れたcDNAを，石灰化マーカーであるcollagen type I al-
pha 2（Col1a2），alkaline phosphatase（Alp），osteocal-
cin（Oc）およびmsh homeobox 1（Msx1）のプライマー
（表1，Komori, 2010 ; Goto et al., 2016）とKAPA SYBR
Fast qPCR Kit（NIPPON Genetics, Tokyo, Japan）を用い


























NY, USA）を通し遠心後，Alexa Fluor 488 mouse anti−
Human alkaline phosphatase（ALP, BD Biosciences, NJ,
USA）およびPE mouse anti−human osteocalcin（OC, BD
Biosciences）で染色し（暗室，4 ℃，30分），死細胞除
去のために7－Amino−Actinomycin D（7－AAD, BD Bi-
osciences）で染色した（暗室，4 ℃，10分）．染色後，











DNeasy Blood & Tissue Kit（Qiagen, Hilden, Germany）
を用いてDNAを抽出した．NanoDrop 1000（Thermo
Fisher Scientific）によるDNA濃度測定後，500 ng／μl濃
度になるよう調整し， EpiTect Fast Bisulfite Kits
Gene Sequence Product size (bp) NCBI Reference Sequence
Gapdh Forward 5’−GTCGGTTGTGGATCTGACCT−3’ 207 NM_001206359.1
Reverse 5’−TTGACGAAGTGGTCGTTGAG−3’ 207
Alp Forward 5’−TGCAGGAAGACTCAACTCGG−3’ 111 XM_021097681.1
Reverse 5’−ACCTGCTTTCTCTCTGGAGC−3’ 111
Col1a2 Forward 5’−TGCTCAGCTTTGTGGATACG−3’ 178 NM_001243655.1
Reverse 5’−CCTGGGATACCATCATCACC−3’ 178
Oc Forward 5’−TCACACTGCTTGCCCTACTG−3’ 160 NM_001164004.1
Reverse 5’−AGCCCATGATCCAGGTAGC−3’ 160
Msx1 Forward 5’−GAGACGCAGGTGAAGATCTGG−3’ 99 NM_001162887.1
Reverse 5’−CATGGGTTTAGCGGCCATC−3’ 99
Msx1−M Forward 5’−TATTAATGGTTGGTTTTTGTGAGTC−3’ 116
Reverse 5’−AAACGCAACGATTTTCTACG−3’ 116
Msx1−U Forward 5’−TATTAATGGTTGGTTTTTGTGAGTT−3’ 120
Reverse 5’−ATCCAAACACAACAATTTTCTACAC−3’ 120
表1 qRT−PCR法およびqMSP法で用いたプライマー配列
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（Qiagen）によりBisulfite処理を行った．qMSP法を行う
ために，Col1a2，Alp，OcおよびMsx1のうち，UCSC
Genome Browser（http : //genome.ucsc.edu/index.html）に
てCpG islandsの存在が確認されたMsx1について，Meth-
Primer（http : //www.urogene.org/methprimer/, Li LC & Da-
hiya R, 2002）によるMSPプライマーを設計後（表1），
Bisulfite処理されたDNA，MSPプライマー，KAPA





には，以下の計算式を用いた（Lu et al., 2007）．





M；メチル化DNAレベル（the level of methylated DNA,
M），U；非メチル化DNAレベル（the level of unmethyl-
ated DNA, U），ΔCq = CqU – CqM.
8．統計分析
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率的に石灰化誘導できるかについて，間葉系幹細胞を骨
分化誘導培地で石灰化誘導する方法を応用し検討した














Con（Mem） 度数 437（4．4） 9563（95．6） 10000
調整済み残差 －41．9 41．9
5Aza（Oi） 度数 2547（25．5）＊ 7453（74．5） 10000
調整済み残差 41．9 －41．9
合計 2984 17016 20000
メチル化（％）非メチル化（％） 合計
Con（Mem） 度数 95 5 100
調整済み残差 5 －5
5Aza（Oi） 度数 67＊ 33 100
調整済み残差 －5 5
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